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useful growth of the corresponding wild types. 
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ortharsm Stickstoff durch Kulturpflanzen mit Uberexpression der 
© Nutzung von pflanzenverwertbarem SticKSton au 

Glutaminsynthetase. 
Sypen ' kein praktisch nutzbares Wachstum ermoghcher, 

Hilt 

pUCIZ 65 



CM 
< 

O 
00 

p> 

CO 

o 

CO 



Ql 
iu 




pUC 12 gs zo 



Sol W» 



FIG.l 



Xerox Copy Centre 



EP 0 303 780 A2 



TO 



15 



„e,sa gegan das Hertiad mwpll i»« hr»n. ' e «»» „,,agaaisiar1s ode, gamecMscn veranda* 

notwendige Stickstoffquelle effizienter nutzen. 

ni<a Erfinduna betrifft somit: . „ u Has riadurch 

aekennzeichnet ist, 

S^un, d„ «ns,n«.O te ,p,odu«,„ » vefcesse.uag « NuUun, «n Denver- 

wertbarem Stickstoff in Kulturpflanzen. DlaemiHe dje e ine zur Glutaminsynthetase4berprodukt.on 

^zszz^szzz S£ - — — — - 

isra ,s kumot « dan h.nd.lsu » wtt.M '"^J "a Pdlylinker-Ragion das V,Bo,s a.s dtinne 
F»m. Ka aenragiaa >« als T Z^SZ &'m S Lr, naben) M t.M-e.sa abgeku.zt. 

uni .. Die ™™onj^ ^ "•"'S'.fw, — « « 

lmf olgendenwerdenbevorzugteA U sfuhrungs» Ku lt U rpflanzen gearbeitet werden, d.e 

Urn die Erfindung auszufuhrea ^ Szen zaLn a,le diejenigen seiektierten, 

G,utaminsynthetase Qberproduzieren z " J^ 1 . Hje jn ihren ZB „ 8n significant hohere Mengen 

mutierten Oder gentechnisch ^an.puherten K d e Qee Kulturp „ a nzen gehSren sowohl 
Q ,utaminsynthetase praduzieren als ^J^b^^^ bevorzugt Getre.depflanzen, 

r r ££££ sr-r-rsr^ ~ - «~ «. - — ■ 

Rote Beete Oder Karaite, sowie ^'^^^"^"^^ w0 36,02097 die Konslruktion von Pflanzenzellen 
Wie schon emahnt wird .n der PatentanmelC lung WO 98 ^ ^ produzjeren . 

bzw . PHanzen beschrieben, die \^ ^^^^^^ konnen erfindungsgema* 
Derart! g hergesteilte bzw. aus ^^^Z^^ entsprechenden Selek„onsdruck das in 

^"jSSr^ -ert ,d ,n der pW.en Z.e 

exprimiert wird, kann mit arL „rmft warden die in der Lage ist. die Expression der unter 

.J Si«" »d„, da, ueng, an ak«... a.u-nsynm.tas. is. S,.,g.,», 
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zu ve rstehen, die fUr d.e iewei.ige Pflanze au.eicht ^^^Z^^^ 
rem Stickstoff. auch unter Bedingungen wachsen konnen, d.e fur 

praktischeZweckeunbrauchbaremWachstum uhren Pflanze nzelle oder mit Hilfe eines 

Eine derartige Qen-Komb.nat.on kann d,rekt m ^ ° ienSi eingescn ,eust werden. Dabei 

Vektors. bevorzugt ist hier das Ti-Plasm,d aus A obc « J B ^ homolog als 
kann die genannte Giutaminsynthetase-Qen-Sequenz ,u, ^d ^jn» b 0rganjsmea 

auch heterolog sein. ,m Faile ^^^^^ZX^ von anderen Pflanzenspezies stam- 
beispielsweise Mikroorgan.smen oder Tieren auch ° 9 . Gen nnen wer den kann, sind beisp.els- 

z^~^^^ -* — ~ ifo,ia ' Pisum sativum 

°%rS~z kann ei, , P— ue.se, •^J^S^'SZ. 
hoch exprimierenden Promoters. Ein P ^^t^%l m in den ptlanzlichen Zellen in 

namiich^ er in Kombination mit der Fa., ist. Der Promoter 

signifikant grofleren Mengen expr.rn.ert als es n dem ^nicnt neterologen Promotoren 

rrr«rri :r rsf. * - « — - * 

Symbi.se rr.it I*™. »». od« »t> ™ ™»*» ™*»r.ipheit (sma „ sub unit ») de, Ribulpse- 
Geelgn.t slnd beisplelsweis. der *°7<» *' J, " 0 bin«nd,n Proteins [WO 86/02097; A. 
Bipkospbet-Crboxylase. so«ie d„ Pro™*. d.s ™«™P h »« « » y , Ik , 983 , 5^ 29- 

rsrrrtr^s^s rs. p., «*. - 

tuberosum (Eckes et a.., Mol. Gen. Genet 205 15 | ( 1986 » ^ Acjds Res . 14 , 5857 (1986)). 

(1988)) beseh.iebene (bw. n der EP A 0. i» »» l ' jert^w^ Melrorfco «ie Bestnktionispal. 
Lia 0 o^9^*'^," 1 ^^^'^S ( »ing Harbor. .982) eo.sp.ech.nd 
,„„ 9 ,n, Ligation,* etc. (Maniet.s .. «L „ pttanzepspezi.s z„se>™.n 

pSrZerTo rZC- - — „ «„. * . in de. 

Biol. Reporter 3, 117 (1985); Horsch et al.. Science 227, 122 3 I Mutagenisierung der 

P„anzen mit erhdhter <*™*>«^^ 
Wiidtyppfianzen erhalten. Die Mutagen,^ ^^ m ^^ J Z . B . mit Rontgen- oder UV- 

' srr— c , 30 bis 70 % *, »» 

stickstoffarmen Wachstumsbed.ngungen als d,e her ™ ^ ^ ^ vermjn _ 

Wachstumsbedingungen werden Bedingungen v-ta^n unter d* ^ § die durch 

dertes Waohstum zeigt. Bei den Legum.nosen kann sich erne tr g e Veranderung 

Symbiose mit Knollcnenbakterien und ^^J^^^^^^^o. 
hervorgerufen werden kann. in, H.nbl.ck auf d " S '2^ e ^S tlI chen Nahrboden bei Tageslicht oder 
Die Pflanzen konnen sowohl auf dem Feld als auch au. ^ kunsti r g ^ 16 

auch mit Beleuchtung von ca. 3000 bis 60 00 - Ljx, .bevorzugt «l 4000 L . ^ ^ 

Stunden Helligkeit und 8 Stunden Dunkelhe.t * der P^n-nverwertbare 
ren von 15 bis 40 C, bevorzugt be, 20 b. .30 C. Dabe. ^spe ^ Nghrboden bezQgen 

Stickstoff aus der Luft aufgenommen wird oder in Form von rami 
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Beispiel 1 

Oie e.nzeinen Klonierungssc.itte des <^f^^^[^ ^TZl 
a, a. a. 0.] sind in Fig. 1 ^S^^Z TZTJ^m von P UC 12 Moniert ist. 
pUC 12 GS dar, bei dem das GS-Gen zwiscnen a 6 R . Gebrau ch gemacht, die in der 

Hierbei w,rd von einer EcoRI-Schnittstelle m de r 3 -u ^^T^ 2 GS „ ird er J ten , wenn man das 
Tabelle in Tischer et al.. a. a. 0.. n,cht mehr ^^f^^EcoRI-Fragment zusammen in P UC12 
dort beschriebene 4,2 kb BamHI-Fragment und das 1 .6 kb BamHi 

kloniert. . ^ , nl , r R c durcn Schneidon mit BamHI und Hindlll und 

2,4 kb Fragment und Klonieren in die M| -^ hn '**' le ^^^^ pUC 12 GS 20 gezeichnet. Dieses 

,n der vierten Zeile der Figur td Lig,eren m,t dem 1,8 kb H.ndl.l- 

Plasmid erhalt man durch Offnen von pUC 12 Gb b mil 

Fragment aus pUC 12 GS 5. „ rh nitf ans dem Plasmid GS-Sal. Dieses erhalt man 

Met Ser Leu Leu Ser (Asp) 
TC GAC CAA AAC ATG TCT CTC CTT TCA 

G GTT TTG TAC AGA GAG GAA AGT CTA G 

(Bglll) 

(Sail) 

eingesetzt, der die Kodons fur diese funf Aminosauren wieder JSj"* Translationsstartcodon 
^STi r^^r^T^— mi, dem 

"^^^ 3. 2,23 o«* 

a) Gen 1 ' der TR-DNA aus Agrobactenum tume aaens A6 Vejen e a . EM 

tuberosum (Eckes et al.. Mol. Gen. Genet 205, 15 <1S*» ^ 5857 (1986)) 

d , 358-Transkript aus Cau « Q ^^ die spatere-p.lanzentrans.orma- 

Die Promotoren der unter a und b ge nannter ' » ne "° a SA 64 131 (1B87)) . D er ST- 

kloniert - * Dfrtmntnrpn mit den im foiqenden aufgefuhrten Insertionssequen- 

^^rst'^s^-^ - <-« « ss -°» •»*- sich - is ,oi9,: 



<*5 



50 



4 



EP 0 303 780 A2 



TR1: 

Pro.otor aAACACCGATATTCATTAATCTTATCTAGTTTCTCAAAAAAA 

400 Nukleotide 

TTCATATCTTCCACACGTGGATCGATCCGTCGAC. . . . 
io (Sail) 

ST- LSI: 

Pronator AAGAAGAAAAAAGGTGGGGATCCG^CG^Aj^ • . . 

A (Sail ) 

ca. 1600 Nukleotide 

(MboII/Smal) 

35S: 

Promoter GGGTACCC^ . . 

, c „ 3 t) (Sail) " 

ca. 500 Nukleotide (Smaij 

• . • n, m wi Rfistriktionsschnittstelle. Nach der Restriktions- 

dem Enzym DNA-Polymerase 

vordauung warden die entstandenen ub 

(Klenow-Fragment) aufgefullt, ebenso w.e die Sail ^ ^ T R2-Promotor ligiert. 
Enden dar DNA-Ragmente (blunt ^ wer den mit Hilfa das intermedin E. col, 

Die so entstandenen Promotor-GS-Gen-Konstrukte c □ Dissertatjon , Un iv. Kbln. S. 91 f 

Vektors pMPKHOIn Agrobacterium tume acens ; uberfuhrt PeK Eckes. ^ ^ ^ ^ ^ 
(1985» Diese sogenannte Konjugation wird nachdem von R lationsS ig n alen durch homologe 

SLenen Verfahren durchgefuhrt Dabe, w.rd as ^J-^go Km (Jones et al., EMBO J. 4 
Rekombination uber die im pMPKHO-VeW und ,m T , Plasmd p_ ^ ^ 

2411 (1985)) enthaltenen Sequenzen des Vektors P™** wirksarnen Resistenzgen gegen 

2 pG V3850Km ist nun neben ^^^^Z^S^ Beide ^ ene 

r sss — (Horsch et al sc,ence 

a und b £ 

nach der von Koncz et al. (Mol. Gen. Genet 204. ^^^^ „ , !J C disc ... Me thode werden die Promotor- 
umeiaciens P GV3101 mobilisiert. ^J^^Z^^ "«smid pPCV 701 lokaiisierten 
GS-Gen-Konstrukte in Agrobactenum zusammen m,t de rn ber 9 n . 
Snamycin-Resistenz-Gen als selektierbarem ^ das Antibiotlkum 

Transformierte Sprosse werden aufgrund ^ <£^££Z«. Durch DNA-Analyse ("Southern Blot- 
Kanamycin selektioniert und zu «'^*^ J^^J ("Western Blotting") der transformierten 
ting-), RNA-Analyse ("Northern Blotting )^™ 6 "] qcSh nachgewiesen. 
P„anzen wird das Vorhandensein und d,e Express.on des ■f^^J ^ c , 10 ma , starker in 
Auf der RNA-Ebene wird das Obert ragen , GS-Gen aus Me ^ n m&M in u&M ene. 
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55 



5 




EP 0 303 780 A2 



Tabelle 



sp^fisnhe Glutaminsynthetase-Aktivitat in TaDaK 


Typ 


Aktivitat (nkatmg 
Gesamtprotein) 


Tabak-Blatt (Wildtyp) 

Tabak-Blatt (hergestellt nach Beispiel 1) 
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20 
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20 



« Beispie, 1 transform T und J^-S t rS -er^oag^et 
.nandelsubiicnen) K-lJ^^^JtS* XJL au? 0,5 nnM reduziert wurde. 

Planum S 473 (?962)) erhalten. das nur 0,5 mM KNO3 enMlt 
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AnsprUche 

t Verfahren zur Verbesserung der Stickstoffverwertung in KuKurpflanzen, dadurch gekennzeichnet. dafl 
man in diesen Pflanzen eine 0*^"^*^^ arm an pflanzenverwertbarem 

s j s r n Td:Lr^ 

kultiviert werden. . Hnrrh nAkfinnzeichnet da/i man in diesen Pflanzen 

3. Verfahren zur Erzeugung von Kulturpflanzea dadu ch ge ve rv,ertbaren Stickstoff 

pnanren bzw. Maxell. t»*. 9= M« « «. 0 i u ,„ l n 5 »*eIa s .-Uberp,o<!uWion 

J: ^rrrS— ^ » * — h " M9 °" w 

wird - k R rt«H..rrh nekennzeichnet. dafl ein aus Arabidopsis thaliana. Phaseolus 

a^Gen l' Oder Gen 2 der TR-DNA aus Agrobactenum tumefacens A6, 
b) ST-LS1 aus Solanum tuberosum oder 

vvertbarem Stickstoff in Kulturpflanzen^ 110 entha |, en d das 

G.„ " odar Sen 2' a.r TR-DNA aus A 9 robac»,u m tracer* M. 



a) Gen 1 

b) ST-LS1 aus Soianum tuberosum oder 
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c) 35S-Transkript aus Cauliflower Mosaic Virus^ _ nworwprtharsn stickstoffs, enthaitend ein 

expnmierenden Promoter zu einem der folgenden Gene 
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a) G9 n 1' Oder Gen i der TR-DNA aus Agrobacterium tumefaciens A6, 

b) ST-LS1 aus Solanum tuberosum Oder 

c) 35S-Transkript aus Cauliflower Mosac Wus, 
gesteuert wird. 

5 Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : ES 
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PatentansprucneTuriuiyenu*.. * 

„ der StickstofNerwertung in Kuiturpflanzen, dadurch gekennze-chnet, da. 

sine Glutaminsynthetase-Uberprodukt.on he be rfuhrt and h ^ Wachstum fUhrt 

zufUhrt, die ohne Glutamin«yn1h0^ big dadurch gekennzeichne , dafl 

4 Verfahren nach einem Oder ^^^SSJ^ oder genetische Manipulat,on der 

oder aus Mikroorganismen, a- . , . o , pn 

3„, ** Ger , 2 . „„ TR . DNA aus , g ,„bac K ™m «u™.«ns AS. 

w ST-LS1 aus Solanum tuberosum oder 

u'niturnflanzen. 



1U Vyi "Ci iuui ly 

verwertbarem Stickstoff in Kulturpflanzen. 
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